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口腔京平上皮癌(SCC)に対する癌化学療法の有用性については,柿
小率,切除標本における病理組織学的効果,長期生存率およびNO症例
における後発リンパ節転移の頻度等を指標として検討されてきた.例え
ば,病理組織学的効果判定としては,大星･下里の分類がよく知られて
おり,この分類における　GradeⅢおよびⅣの症例においては,癌化学
療法が明らかに長期生存率の向上に寄与することが示されてきた.しか
し-,-　化学療法単独で腫癌が組織学的に消失することは稀であり,大部分
の症例では, Grade　ⅡaあるいはⅡb程度にとどまっている.このよう
な生存可能な腫癌細胞が残存している症例の多くは,従来の病理組織学
的効果判定基準に従えば,化学療法無効症例と判定される症例が多く,
例えば∴術前癌化学療法により,腫癌細胞が転移し難い性状に変化し,
手術までの期間転移が抑制され,化学療法が癌の治療成績の向上に寄与
する可能性については検討されていない.
近年抗癌剤の作用機序のひとつとして,腫癌細胞のアポトーシスの
誘導が挙げられている.実際の臨床においても,化学療法によって腫癌
が著明に縮小したにもかかわらず,病理組織学的には腫癌細胞がほとん
ど壊死に陥っていない症例が存在するが,このような現象には,アポト
ーシスが関与している可能性が考えられる.これらの事実は,癌化学療
法の効果判定法には,従来の臨床･病理学的判定に加えて,腫癌細胞の
生物学的性状の変化やアポトーシスの誘導の程度等に基づいた効果判定
法の確立の可能性を示している.
本研究の目的は,抗癌剤による腫癌細胞のアポトーシスの誘導の程度
を検討することにより,新たな癌化学療法の効果判定法の確立を目指す
ものである.
本研究の結果については,本報告書の中で述べたいと思うが,今回の
限られた研究期間を考慮すれば,満足できる結果が得られたと思う.本
研究の成果は,国立仙台病院歯科口腔外科,佐藤　敦先生,山崎慎司先
坐,友寄泰樹先生,東北大学大学院歯学研究科篠原文明先生をはじめ多
くの方々の尽力によるものである.心から御礼を申し上げる.
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研究成果
口腔京平上皮癌(SCC)に対する癌化学療法によって,癌細胞が完全
に死滅した大星･下里の分類の　GradeⅢ, Ⅳ症例においては,化学療
法が明らかに長期生存率の向上に寄与することが示されてきた.しかし,
化学療法単独で腫癌が組織学的に消失することは稀であり,大部分の症
例ではGradeⅡaあるいはⅡb程度に止まっている.このような生存可
能な癌細胞が残存している多くの症例は,従来の病理組織学的判定基準
からは無効とされ,化学療法が癌の生物学的性状に影響を与え,癌の浸
潤･転移を抑制する可能性に関してはこれまで検討されていない.本研
究では,抗癌剤による癌細胞のアポトーシスの誘導の有無を組織標本等
を用-いて検討し,そのアポトーシスの誘導の程度が,臨床的な化学療法
の効果に相関するものかどう■か,さ･らに,このような検討が化学療法の
効果判定の指標になり得るかどうかを検討することを目的とする.
平成11年度では,アポトーシスを捉える方法としてのTUNEL法の
検討を行っ′た･その結果, TUNEL法は組織切片上でアポトーシスを捉
える有用な方法ではあるが,組織の固定あるいは酵素処理等の条件,衣
症性病変による影響,試薬の反応時間,温度,濃度等の様々な要因によ
り, TUNEL陽性細胞の発現頻度が大きく異なることが明らかとなり,
TUNEL法の技術的な検討を行った.その結果,通常の病理組織検査の
際に用いられるホルマリン固定･パラフィン包埋標本においては,採取
される標本の大きさ,固定時間,固定温度等の条件が一定せず,たとえ
同一切片上の細胞であっても,その細胞の組織切片上での位置により,
TUNEL法の染色性に大きなばらつきが認められることが多いのに対し
新鮮凍結組織切片においては,ホルマリン固定･パラフィン包埋組織切
片の場合のようにProteinase K処理は必要ではなく,比較的,染色性
が安定していることが判明した.
平成12年度においては, SCC患者から術前癌化学療法前に生検標本
として採取し,新鮮凍結組織標本として保存していた標本と化学療法後
の手術時の切除標本から作製した新鮮凍結組織標本を用いて, TUNEL
法を用いて検討した.その結果の詳細については後述するが,結論とし
ては, TUNEL法のみによる検討では,従来の大星･下里の分類を凌駕
する程の結果が得られるとは言い難いという結果であった.
この間題に関して検討すべき点としては,癌化学療法による　SCC細
胞のアポトーシスの誘導の程度はSCC患者の治療成績の向上に寄与す
るものではあるが, TUNEL法というアポトーシスの検出法に問題があ
る可能性の検討.あるいは, TUNEL法単独ではやはり, SCCに対する
癌化学療法の効果を判定することは難しいが,癌化学療法により腫癌細
胞での発現量が影響を受ける可能性があるタンパクで,しかもその発現
の程度が　SCC　患者の治療成績と関連し得るタンパク等も検討し,
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TUNEL法も含めたより広い視野に立った多因子解析を行えば,その一
つの関連因子としてTUNEL法で得られた結果が,癌化学療法の効果判
定に有用である可能性等が考えられること等の検討が挙げられる.
TUNEL法の技術的な問題点に関しては,最近, TUNEL法に代わる
組織切片上でのアポト一一シスの検出法として報告されている　single
stranded DNA (SSDNA)を免疫組織化学的に検出する方法に注目し,
SCC組織切片におけるTUNEL法といわゆる抗ssDNA抗体法の二つの
方法によるアポトーシス細胞の検出を行い,両者の検出結果を比較検討
してみた.
一方,アポトーシスの検出も含めた,多因子解析による効果判定法
に関しては,病理組織形態学的な指標では捉えられない,腫癌細胞の生
物学的性状の変化に基づいた癌化学療法の効果判定法の開発という本研
究の本来の主旨に沿って,癌化学療法による腫癌細胞のアポトーシスの
誘導に関する紳胞マーカーの検討のみならず,癌化学療法によって腫癌
細胞における発現に影響を及ぼされる可能性がある細胞接着因子や増殖
因子関連タンパク等の発現についても検討した.
本研究の検討結果は以下に示すが,本研究の限られた期間内では,
腫癌細胞のアポトーシス誘導の状態を含めた多因子解析による癌化学磨
法の効果判定法の確立には至らなかったが,こ'のような効果判定法に応
用可能ないくつかの細胞マーカーを見出すことはできた.今後さらに研
究を発展させ,口腔窟平上皮癌患者の治療成績の向上に貢献し得る癌化
学療法の効果判定法の確立を目指したいと思う.
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Ⅰ･癌化学療法による口腔京平上皮癌細胞におけるアポ
トーシスの誘導
近年,種々の抗癌剤が腫癌細胞にアポトーシスを誘導することが報
告されている･実際の臨床においても,癌化学療法によって腫癌が著明
に縮小したにも関わらず,病理組織学的には腫癌細胞がほとんど壊死に
陥っていない症例が存在するが,これらの症例においては,癌化学療法
によって腫癌細胞のアポトーシスが誘導されている可能性が考えられる
従って,これらの症例においてアポトーシスの誘導の程度を把握できれ
ば,従来の化学療法の病理組織学的効果判定基準では無効とされる症例
の中に,実際は腫癌細胞のアポトーシスが誘導され,腫癌の増殖活性や
転移能が低下している症例が含まれる可能性があり,新たな効果判定の
指標を示せることが考えられる.しかし,口腔京平上皮癌(SCC)におけ
るアポトーシスの誘導に関する報告は少なく,しかも,実際の治療過程
における患者の組織内での検討はほとんど為されていないのが現状であ
る･そこで,我々は,抗癌剤による　SCC細胞におけるアポトーシスの
誘導が,実際の治療過程における患者の組織内でも起こっているかどう
かを調べるとともに,その結果が新たな治療効果判定の指標に応用でき
るのかどうかを検討した.
対象症例
対象症例は, 1995年6月から2000年7月までの問に東北大学歯学
部附属病院第二口腔外科で加療したSCC初回治療症例で, 5-FUとシ
スプラチンを併用したFC療法を1クール施行し,その手術標本による
病理組織学的効果が,大星･下里の分類でGradeI, Ⅱa, Ⅱbのいず
れかであり, vividな癌細胞が残存し,術前術後の評価が可能であった
12症例である.
FC療法のレジメンは, 5-FUを1日あたり500-600mg/mBで5日
間持続点滴静注し,その後,シスプラチン60-80mg/m3を点滴静注し
た･なお, 1例のみ, 5-FUによる口内炎が強く, 3日間で5-FUの按
与を中止した.また,シスプラチン投与から手術までの日数は14-23
日で,平均18.8日であった. (図Ⅰ-1, 2)
-6-
TUNEL法によるアポトーシスの検出
治療前の生検標本と術前化学療法1クール施行後の手術標本から
4pmの新鮮凍結切片を作製,アセトン固定を4℃で10分間施行後,以
下に示すようにTUNEL乾.(TaKaRa in situ Apoptosis Detection Kit,
TaKaRa社製)による染色を行なった.
1) 0.3%H202加メタノールにて内因性パーオキシダーゼのブロッキ
ング(室温, 5分間)
2) 0.01M phosphate buffered saline, pH7.2(PBS)にて洗浄
3) Permeabilisation Bufferにて浸透化(氷上, 2分間)
4) PBSにて洗浄
5･) TdT Enzyme + Labeling Safe Buffer(フルオレセインーdUTPを
含む)によるラベリング反応(37℃, 90分間)
6) PBSにて洗浄
7) AntトFITC HRP標識抗体と反応(37℃, 90分間)
8) PBSにて洗浄
9) DAB反応にて発色
10)PBSにて洗浄
11)2%メチルグリーンにて核染色(室温, 15分間)
以上の染色後,光学顕微鏡を用いて, 400倍にて0.04m2の区画を無
作為に10カ所以上選び,腫癌細胞1000個に含まれるTUNEL陽性細
胞の比率を算出し, Apoptoticlndexとした.なお,壊死により非特異
的に染色された細胞が集簾している部位は除外し,また,擬陽性が疑わ
れる細胞に関しては,核の凝縮が認められるもののみを陽性とした.ま
た,アポトーシス小体は集簾している.1群をもって1個とカウントし
た.
結果および考察
TUNEL法による染色の結果,図I13　に示すように, SCC細胞の一
部に　TUNEL陽性細胞が認められた.対象症例の12例中　Apoptotic
lndexが2倍以上に増加した症例が7例, 2倍以上には埠加しなかった
症例が5例認められた.
腫癌の大きさ,分化度,および浸潤様式と　Apoptotic lndex　との関
連に関しては,図Ⅰ-4　に示すように,統計学的に有意な関連性は認め
られなかった.今回の検討においては症例数が少ないことから,さらに
症例数を増やし検討してみる必要があるかと思われた.
癌化学療法の臨床効果および病理組織学的効果と　Apoptotic lndex
との関連についても,図Ⅰ-5　に示すように統計学的に有意な関連性は
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認められなかった.この点に関してもより多くの症例での検討が必要と
思われた.
一方,図Ⅰ-6は対象症例のApoptotic lndexの癌化学療法前後の変
化を示しているが, Wilcoxon符号付き順位和検定を施行したところ,
危険率5%で化学療法2群間に有意差が認められ,癌化学療法後にSCC
におけるApoptoticlndexが増加していることが示された.
以上の結果より, FC療法により, SCCにおけるアポトーシスの誘導
が,実際の治療過程における患者の組織内でも増強される傾向が認めら
れた.今後さらに症例を重ね,今回検討したSCCの分化度,浸潤様式,
化学療法の臨床効果および病理組織学的効果に加えて,後発転移および
生存率等の臨床経過との関連性についても検討する必要があるかと思わ
れる.--
さらに,今後,種々のアポトーシス関連タンパクの発現を含めた検
討を行い, SCC　におけるアポトーシスの誘導をより的確に検出できる
ようになれば,化学療法後のアポトーシスの誘導レベルの検討が,従来
の病理組織学的効果判定基準では判定できなかった症例の予後判定に大
いに貢献し得ることも可能かと思われる.
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図ト1 FC療法のレジメン
day
5-FU 500-600mg/ mZ /day
1 20hrs continuous div
Leucovorin 20mg/ mZ /day
one-shot iv
CDDP 60-80mg/ mz
bo山s div
1　2　3　4　5　6　7
･十lT.1IlI
十
(ただし, 1例のみ, 5-FUとLVの投与を3日間で中止)
図ト2
5-FU dose
total : 2200-5500mg/body
(平均4433.3m9/body)
Leucovorin dose
total : 90-1 80m9/body (平均1 51.3mg/body)
CDDP dose
70-1 50mg/body (平均1 19.2mg/body)
CDDP投与から手術までの日数
14-23日(平均18.8日)
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図Ⅰ-4　　Apoptotic tndexの変化と
T分類,分化度,浸潤様式との関連
T分類分化度浸潤様式 佗b?
T1TZT3.T4中高234C 
増加 あり 増加 なし ?S?3C??????"? 5 
計 ??#C?s2?2例 
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図ト5　ApoptoticJndexの変化と
臨床効果,病理組織学的効果との関連
臨床効果病理組織学的効果 佗b?
NCMRPRCRlllallb 
増加あり ?#3?C?7 
増加なし ???璽#?5 
計 鼎#c?c"?2例 
(%)
1.5
図ト6　Apoptotic lndexの変化
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Ⅱ･口腔扇平上皮癌細胞における癌化学療法によるアポ
トーシスの誘導の検出法に関する検討:TUNEL法と抗ss
DNA抗体法との比較検討
癌化学療法による腫癌細胞におけるアポトーシスの誘導を組織切片
上で検出する方法として,従来より, TUNEL法が用いられてきた.し
かし,我々の検討では, TUNEL法は組織切片上でアポトーシスを捉え
る有用な方法ではあるが,組織の固定あるいは酵素一処理等の条件,炎症
性病変･による影響,試薬の反応時間,温度,濃度等の様々な要因により,
TUNEL陽性細胞の発現頻度が大きく異なることが明らかとなっている
ことに加え, TUNEL法に要するコストが非常に高く, TUNEL法を用
いた検討結果を　SCCの診断システムに本格的に導入するには,染色条
件の統一やゴストの面から解決すべき問題点が多く存在するという結果
が得られた.
一方,最近,上記のTUNEL法の欠点を克服する方法の一つとして,
single stranded DNA(SSDNA)を抗ssDNA抗体を用いて,アポトーシ
ス細胞を組織切片上で免疫組織化学的に検出する方法の有効性が報告さ
れている･この方法は通常の免疫組織化学的染色法と全く変わらない方
法であるため,アポトーシス細胞の検出に要するコストは, TUNEL法
に比較してかなり低く抑えられ,しかも,アポトーシス細胞を検出する
感度およびデータの再現性に優れているとされている.
そこで,我々は,術前癌化学療法を施行し,手術を行った　SCC患者
16例を対象とし, SCC細胞におけるアポトーシス細胞の検出に関して
TUNEL法といわゆる抗ssDNA抗体法との比較検討を行った.
対象症例
対象症例は,東北大学歯学部附属病院第二口腔外科で加療したSCC
初回治療症例で, 5-FUとシスプラチンを併用したFC療法を1クー
ル施行し,その手術標本による病理組織学的効果が,大星･下里の分類
で　GradeI, Ⅱa, Ⅱbのいずれかであり, vividな癌細胞が残存し,
術前術後の評価が可能であった16症例である.
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TUNEL法および抗ssDNA抗体法によるアポトーシスの検出
治療前の生検標本と術前化学療法1クール施行後の手術標本から
4pmの新鮮凍結切片を作製,アセトン固定を4℃で10分間施行後,以
下に示すようにTUNEL法_(TaKaRa in situ Apoptosis Detection Kit,
TaKaRa社製)および抗　ssDNA抗体( DAKO社製)法による染色を行な
った.
TUNEL法による染色
1) 0.3%H202　加メタノールにて内因性パーオキシダーゼのブロッキ
ング(室温, 5分間)
-2) 0.01M phosphate buffered saline, pH7.2(PBS)にて洗浄
3) Permeabilisation Bufferにて浸透化(氷上, 2分間)
4) PBSにて洗浄
5) TdTEnzyme + Labeling Safe Buffer(フルオレセインーdUTPを
含む)によるラベリング反応(37℃, 90分間)
6) PBSにて洗浄
7) Ant卜FITC HRP標識抗体と反応(37℃, 90分間)
8) PBSにて洗浄
9) DAB反応にて発色
10)　　　PBSにて洗浄
11)　　　2%メチルグリーンにて核染色(室温, 15分間)
抗ssDNA抗体法による染色
1)　PBS　で希釈した1%正常ヤギ血清反応(室温で30分間)
2)　PBS　にて洗浄
3) 1%bovine serum albumin (BSA)加　PBSで100倍に希釈し
たウサギ抗-ssDNAポリクローナル抗体と反応(4℃下, 1昼夜)
4)　PBS　にて洗浄
5) 10%正常ヒト血清加　PBSで50倍に希釈したヤギ抗ウサギIgG
ビオチン化抗体(Vector Laboratories, Inc.社製)と反応(室
温, 30分間)
6)　PBS　にて洗浄
7) ABC Kit (VectorLaboratories,Inc.社製)と反応(室温, 30
分間)
8)　PBS　にて洗浄
9)　DAB反応にて発色
10) PBS　にて洗浄
11) 2%メチルグリーンで核染色(室温, 15分間)
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以上の染色後,光学顕微鏡を用いて, 400倍にて0.04nn2の区画を無
作為に10カ所以上選び,腫癌細胞1000個に含まれるTUNEL陽性細
胞の比率を算出し, Apoptotic lndex(A.Ⅰ.)とした.なお,壊死により
非特異的に染色された細胞が集簾している部位は除外し,また,擬陽性
が疑われる細胞に関しては,核の凝縮が認められるもののみを陽性とし
た･また,アポトーシス小体は集宗している1群をもって1個とカウ
ントした.
結果および考察
TUNEL法と抗ssDNA抗体法のSCC細胞におけるアポトーシス細
胞の検一出感度に関して,両者の相関を検討してみると,図Ⅱ-1に示す
ように, TUNEL法と抗　ssDNA抗体法での検出結果に統計学的に有意
な相関関係が認められた.
一方,対象症例の術前化学療法前o)生検標本と化学療法終了後約2-
3週間後の手′術標本を用いて, SCC　における癌化学療法によるアポト
ーシスの誘導の程度を図Ⅱ-2および図Ⅱ-3に示すように比較検討して
みると, TUNEL法および抗ssDNA抗体法いずれの方法を用いても同
様の傾向が得られ,図Ⅱ-1に示した結果を支持する結果であった.し
かし,データのばらつきという観点から観ると,抗ssDNA抗体法の方
がTUNEL法よりも小さい傾向が示された.このことについては,抗
ssDNA抗体法がデータの再現性に優れている可能性を示唆するものと
も考えられるが,この点に関しては, TUNEL法および抗ssDNA抗体
法以外の信頼できるアポト-シス細胞の検出法を用いてアポトーシスの
誘導の程度が明らかとなっている組織標本を用いて, TUNEL法および
抗ssDNA抗体法のデータの信頼性を検討する必要があるかと思われる.
今回得られたデータは, TUNEL法および抗ssDNA抗体法のデータ
の信頼性に言及できるものではないが,両者の方法によるアポトーシス
細胞の検出結果に相関性が示されたことから,抗　ssDNA抗体法が
TUNEL法の欠点を補う比較的簡便で安価な方法として,有用性が高い
ことが示されたかと思われる.今後さらに症例数を増やして検討してい
きたいと思う.
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図lト1 TUNEL法と坑ssDNA抗体法の相関関係
(A｣. ; Apoptosis lndex)
0　0.2　0.4　0.6　0.8　1 1.2 1.4 1.6 1.8　Z
A.J.(TUNEL)
国lト2　術前術後のTUNEL掲性細胞数の変化
Pく0.05,Wilcoxon
0　　0　　0　　0
.4 .2 1 .8 .6 .4 辻???
/ / 
2 0 白?
TUNEL(術前) 後価LENm
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r!0･6051 , P<0.01.Spearman
図lト3　術前術後のssDNA陽性細胞数の変化
SSDNA(術前)　　ssDNA(術後)
Ⅲ･遠喝転移が認められた口腔窟平上皮癌症例におけるα
･catenin(α -cat)およびE･cadherin(E-cad)の発現の検討
日的
遠隔転移を示した口腔京平上皮癌(scc)におけるα-catおよび　E-cad
の発現を検討した.
対象および方法
1990年7月～1998年12月に当科で加療したscc新鮮症例131例のう
ち,原発巣および所属リンパ節転移巣は制御されたが,遠隔転移が認め
られた7例･原発部位は下顎歯肉4例,および上顎歯肉,頬粘膜,舌が
それぞれ1例であった.治療前の凍結組織切片を用いて, SCCにおけ
るα-catおよびEICadの発現を免疫組織化学的に染色し,それぞれの
発現パターンを強度;o点,中等度;1点,陰性;2点と点数化し,そ
れらの合計点数を悪性度指標として検討した.
結果および考察
遠隔転移を認めた7例中5例が, α-catおよび　E-cadの発現がとも
に陰性で,悪性度指標4点症例であり, 2例は, E-cadが中等度に発現
しているものの, α-catは陰性の3点症例であった.以上より,これら
の症例では,癌細胞間の接着能が著しく低下し,リンパ節転移のみなら
ず遠隔転移も起こしやすい状態にあったものと思われる.
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Ⅳ.　口腔京平上皮癌におけるα･catenin (α･cat)および
E･cadherin(E-cad)の発現:癌化学療法による発現への影響
目的
術前化学療法を施行し口腔京平上皮癌(scc)について,術前,術後の
腫癌細胞におけるα-catおよびE-cadの発現を比較検討した.
対象および方法
1995年11月～1997年5月に当科で加療したscc新鮮症例のうち,
5-FUとシスプラチンの併用療法(FC療法)を1コース施行し,その手術
標本による病理組織学的効果が,大星･下里の分類でGradeI, Ha, Hb
のいずれかであり, vividな腫癌細胞が残存し, α-catおよび　E_cadの
免疫染色が可能であった17症例である. FC療法のレジメンは, 5-FU
を1日当たり500-600mg/m3で5日間持続点滴静注し,その後,シスプ
ラチン60-80mg/miを点滴静注した.腫癌切除術はシスプラチン投与後
14-23　日に施行した. SCCにおけるα-catおよびE-cadの発現を術前
化学療法を施行する以前に採取された新鮮凍結組織標本と化学療法後の
手術標本を用いて,免疫組織化学的に検討し,術前,術後の腫癌細胞に
おけるα-catおよびE-cadの発現を比較検討した.
結果および考察
対象としたsCC17例中, E-cadおよびα-catの発現がともに発現が変
化した症例が5例, E-cadの発現のみが変化した症例が1例, α-catの
発現が変化した症例が2例認められ,合計8例に変化が認められた. α
-catおよび　E-cadの発現の変化のパターンはいずれにおいても,陰性
から中等度,中等度から強度,あるいは陰性から強度へと発現が増強す
る方向へ変化しており,化学療法後に発現が減弱した症例は認められな
かった.このように, E-cadおよびα-catの発現が増強することは,腫
癌細胞同士の接着が増強されることになり,腫癌細胞の原発巣からの離
脱が抑制され,転移しにくくなる方向に変化している可能性がある.以
上のことから,癌化学療法の病理組織学効果判定が,無効とされた症例
においても,癌化学療法により　SCCの生物学的性状が変化し,転移し
難い方向に変化している可能性が考えられた.
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Ⅴ.　口腔京平上皮癌におけるへパラン硫酸グリコサミノグ
リカン(HS-GAG)の発現:癌化学療法による発現への影響
目的
これまで我々は,基底膜の主要構成成分の一つである　HS-GAGの　SCC
腫癌細胞質内での発現について検討し,口腔京平上皮癌(scc)における
HS-GAGの強度発現症例において高率に所属リンパ節転移が生ずること
を明らかにしてきた.本研究においては術前化学療法を施行した　SCC
について,術前,術後の腫癌細胞における　HS-GAGの発現を比較検討
した. ‥
対象および方法
1995年11月～1997年5月に当科で加療したscC新鮮症例のうち, 5-
FUとシスプラチンの併用療法(FC療法)を1コース施行し,その手術標
本による病理組織学的効果が,大星･下里の分類で　Grade I, Ha, Hb
のいずれかであり, vivid　な腫癌細胞が残存し,　　　HS-GAG　の免疫
染色が可能であった17症例である. FC療法のレジメンは, 5-FU　を1
日当たり500-600mg/miで5日間持続点滴静注し,その後,シスプラチ
ン　60-80mg/m2を点滴静注した.腫癌切除術はシスプラチン投与後14
-23　日に施行した. SCCにおける　HS-GAGの発現を術前化学療法を施
行する以前に採取された新鮮凍結組織標本と化学療法後の手術標本を用
いて,免疫組織化学的に検討し,術前,術後の腫癌細胞におけるHS-GAG
の発現を比較検討した.
結果および考察
対象とした　SCC17例中, HS-GAGの発現が変化した症例は12例認め
られた. HS-GAG　の発現の変化のパターンは,強度発現から中等度発
現に変化した症例が3例,強度発現から陰性に変化した症例が5例,中
等度発現から陰性へ変化した症例が4例認められ,いずれも発現が減弱
する方向へ変化しており,化学療法後に発現が増強した症例は認められ
なかった. HS-GAG　の　SCC腫癌細胞質内での発現が強度発現であるほ
ど転移率があ高くなることを考慮すると, FC療法により,腫癌細胞に
おける　HS-GAG　の発現が減弱し, SCC　が転移しにくくなる方向に変化
している可能性が示唆された.以上のことから,癌化学療法の病理組織
学効果判定が,無効とされた症例においても, SCC　の生物学的性状が
変化し,転移し難い方向に変化している可能性が考えられた.
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Ⅵ.口腔扇平上皮癌におけるへパラン硫酸グリコサミノグ
リカン(HS-GAG)の発現と癌化学療法に対する感受性
との関連
目的
口腔窟平上皮癌(scc)におけるへパラン硫酸グリコサミノグリカン(HS-
GAG)の発現と癌化学療法に対する感受性との関連について検討した.
対_象および方法
CDDPあるいはCBDCA　にTHP-ADM, ADM, PEPのいずれかを併用
した術前化学療法を1コース施行し,化学療法終了後約2週に腫癌切除
術を施行したSCC新鮮症例47例について,化学療法前の生検標本にお
ける免疫`組織学的な　HS-GAG　の発現と手術標本による病理組織学的効
果(大星･下里の分類)との関連について検討した.使用した抗癌剤の量
は, CDDP:50-140mg/body , CBDCA:300-600mg/body , THP-ADM:201
40mg/body, ADM:20-30mg/body, PEP:5-40mg/body　で,病理組織学的効
果は, Grade HIa(無効)が32例, GradeIIb-ⅠH(有効)が15例で, 47例の
有効率は31.9%であった.
結果および考察
化学療法前に採取された生検標本における　HS-GAGの発現と手術標本
における病理組織学的効果との関連については, HS-GAG　中等度発現
例の有効例( Grade IIb一日Ⅰ)は, 28例中13例(46.4%)であったのに対し,
HSIGAG･強庭発現例および陰性例の有効例(Grade IIb-III)は,･ 19例中　2
例(10.5%)で, HS-GAG　中等度発現例が,強度発現例および陰性例に比
較し,統計学的に有意に,上記化学療法に対する感受性が高いことが明
らかとなった.従って, SCC　における　HS-GAG　の発現を組織化学的に
検討することにより, SCC　の癌化学療法に対する感受性を予測し得る
可能性が示唆された.
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Ⅶ.　口腔京平上皮癌におけるへパラン硫酸グリコサミノグ
リカン(HSIGAG)の発現と　5lFU ･ CDDP併用術前化学療法
の有用性についての検討一
目的
これまで我々は,基底膜の主要構成成分の一つである　HS-GAG　の口
腔京平上皮癌(scc)腫癌細胞質内での発現について検討し, scc　におけ
る　HS-GAGの強度発現症例において高率に所属リンパ節転移が生ずる
ことを明らかにしてきた.さらに　ADM　あるいは　THP-ADM, CDDPお
よびpEPの　3剤併用化学療法に対して, HS-GAG強度発現症例は,柄
理組織学的効果判定において,抵抗性であることを明らかにしてきた.
このことは, HS-GAG　を強度に発現する高悪性度群に属する　SCC症例
に対して,上′記3剤併用化学療法は無効であることを示している.そこ
で,本研究においては,近年,我々が用いている5-FU ･ CDDP併用術
前化学療法(FC療法)が, HS-GAG強度発現例に対して有効であるかど
うかを検討した.
対象および方法
術前化学療法を1コース施行し,その約2週間後に根治手術を行った
scc67症例を対象とし,化学療法の内容により,下記2群に分類した.
A群:CDDPあるいはCBDCAを主体とし, ADM, THP-ADM, PEPいず
れかを組み合わせた2剤あるいは3剤併用療法を受けた47症例.
B群:FC療法を受けた20症例.
A　群において使用　した抗癌剤の量は, CDDP:50-140mg/body,
CBDCA:300-600mg/body, THP-ADM:20-40mg/body, ADM:20-30mg/body,
PEP:5-40mg/bodyであり, B群のFC療法においては, 5-FUを1日当た
り　500-600mg/mBで　5　日間持続点滴静注し,その後,シスプラチン　70
-80mg/mBを点滴静注した.
それぞれの症例について,化学療法前の生検標本における免疫組織学的
な　HS-GAG　の発現と,化学療法の臨床効果,および手術標本による病
理組織学的効果(大星･下里の分類)との関連について検討した.
結果および考察
対象とした　SCC全症例　67例について,病理組織学的効果と所属リン
パ節転移との関連について検討してみると,有効例(Grade IIb-IV)の転
移率が23例中7例(30.4%)であったのに対し,無効例(Grade日Ia)の転
移率は44例中26例(59.1%)で,化学療法の無効例における転移率が有
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効例に比較して,統計学的に有意に高い結果が得られた.
次に, A群と　B群の臨床的効果と病理組織学的効果について検討し
てみると,A群の臨床的有効例(cRおよびpR)は47例中13例(27.7%)で,
病理組織学的有効例(Grade IIb-ⅠⅤ)は47例中15例(31.9%)であったのに
対し, B群の臨床的有効例(cRおよびpR)は20例中12例(60.0%)で,柄
理組織学的有効例(Grade IIb-ⅠⅤ)は2C例中　8例(40.0%)であった.統計学
的には,臨床的効果において, B　群の化学療法が　A群よりも有意に有
効であった.
SCC　における　HS-GAG発現パターンと病理組織学的効果との関連に
ついて検討してみると, A群におけるHS-GAG強度発現症例15例中病
理組織学的有効例(Grade IIb-IV)は2例(13.3gq)で,以前の我々の検討の
潜果と同様に, HS-GAG強度発現症例は, CDDPあるいは　CBDCAを主
体とし, ADM, THP-ADM, PEPいずれかを組み合わせた　2剤あるいは
3　剤併用療法に抵抗性であることが示唆された.一方, B　群における
HS-GAG強度発現症例9例中病理組織学的有効例(Grade Hb-ⅠⅤ)は4例
(44.4%)で, A群における　HS-GAG強度発現症例に比較して,統計学的
に有意に,高い有効率を示した.以上より, FC　療法は, HS-GAG　強度
発現症例でCDDPあるいはCBDCAを主体とし, ADM, THP-ADM, PEP
いずれかを組み合わせた2剤あるいは3剤併用療法に抵抗性である　SCC
に対しても有効である可能性が示された.
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Ⅷ.　口腔京平上皮癌における細胞周期調節関連因子およ
び細胞増殖関連因子の発現
口腔京平上皮癌においては､頚部リンパ節転移の有無が第一の予後規
定因子であり､また遠隔転移症例の予後は絶対的不良である｡転移能杏
一次治療前に予測できれば､各症例に応じた治療法の選択が可能となり､
治療成績の向上が期待される｡これまで頚部リンパ節転移や遠隔転移を
予測する種々の試みがなされてきたが､正診率が高い診断法は未だ確立
されていない｡
近年_､.細胞回転周期の調節因子である　p16(1)､cyclinDl(2)､cyclin
依存性リン酸化酵素(Cdk) (3)　および　Retinoblastoma　タンパク
質(PRB) (4)　の失活あるいは過剰発現などの発現レベルの異常が､
ヒト各種癌において兄いだされており､癌化との関連が注目されている
(5-7) ｡しかしながら､口腔癌におけるこれら因子の発現の検討は､
他領域の癌に比べて遅れているのが現状である｡本研究では､口腔京平
上皮癌における上記細胞周期調節因子および細胞増殖関連因子
Ki67(8)の発現様式が､悪性度の有用な指標となり得るかどうかにつ
いて検討してみた｡
対象症例および研究方法
1.対象症例
1997年11月から1999年8月までの期間に､国立仙台病院歯科口腔
外科を受診した口腔京平上皮癌未治療症例11例とした｡性別は男性7
例､女性4例､年齢は　34歳から　85歳｡原発部位は舌6例､下顎歯肉
2例､上顎歯肉2例､口底1例｡ T分類はTl: 6例､ T2: 2例､ T3:
3例｡所属リンパ節転移は転移陽性5例､転移陰性6例､転移率45.5%
であった｡転移陽性例は､ 5例中4例が頚部郭清術の切除標本により転
移様相が病理組織学的に確認されたが､残りの1例は多発性､固定性顔
部リンパ節腫脹の存在およびⅩ線CT所見から､臨床的に転移と判断し
た｡転移陰性例については､予防的頚部郭清術を施行し病理組織学的に
転移のないことが確認された症例は1例で､他の5例は一次治療終了後
1年以上経過観察し､後発転移が発現しなかった臨床的転移陰性症例で
あった｡
対照としての正常口腔粘膜上皮は､ 1999　年4月に埋伏智歯抜歯時に
切除した歯肉弁から得た､肉眼的に炎症の認められないヒト正常歯肉7
例を用いた｡
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2.方法
一次治療前に採取した口腔京平上皮癌の生検標本および正常歯肉か
ら凍結組織切片を作成し､ p16､ cyclinDl､ Cdk4､ PRB ､およびKi67
の発現を検討した｡口腔京平上皮癌症例については､細胞間接着分子
E-cadherin(9)の機能を調節しているとされるα-catenin(10)の　発
現についても検討した｡方法は､下記モノクローナル抗体を用いて
avidin-biotin-per一〇Xidase complex (ABC )法により免疫組織化学
的に染色した｡なお､生検は原則として腫癌宿主境界線部を採取した｡
抗体
p16 :抗　p16マウスモノクローナル抗体　G175-405 (PHARMINGEN
社製)
cyclinDl:抗cyclinDlマウスモノクローナル抗体DCS-6　(DAKO
社製)
Cdk4:抗　Cdk4　ヤギモノクローナル抗体　H-22 (Santa Cruz
Biotech,nology社製)
pRB :抗　pRBマウスモノクローナル抗体　G3-245 (PHARMINGEN
社製)
Ki67:抗Ki67マウスモノクローナル抗体MIB-1 (IMMUNOTECH
社製)
α-catenin:抗α-catenin　ラットモノクローナル抗体α18 (京都大
学永淵昭良教授より御供与)
染色方法
1)　採取した組織を　0.C.T.Compound (Miles lnc.社製)に包哩､
アセトン･ドライアイスにて急速凍結｡
2)　クライオスタットにて4〝m　に薄切､室温で30分間風乾｡
3)　　4℃アセトンで10分間固定後､室温で15分間風乾｡
4)　　4℃0.01M phosphate buffered saline ､ PH 7.2 ( PBS)にて
洗浄｡
5)　PBS　で希釈した1%正常ウマ血清(p16､ cyclinDl､ pRB　およ
び　Ki67染色)あるいは1%正常ウサギ血清(Cdk4染色および
α-catenin染色)と室温で30分間反応後､ PBS　にて洗浄｡
6)　1%bovine serum albumin (BSA )加　PBSで希釈したモノク
ローナル抗体と､ 4℃下で1昼夜反応後､ PBS　にて洗浄｡各抗
体の希釈倍率は､抗　p16抗体:500　倍､抗　cyclinDl抗体:25
倍､抗Cdk4抗体:100　倍､抗　pRB抗体:500　倍､抗Ki67抗
体:50倍､抗α-catenin抗体: 1倍とした｡ 1次抗体のnegative
コントロールにはBSA加PBS　を用いた｡
7)　10%正常ヒト血清加　PBSで　50倍に希釈した各種2次抗体､す
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なわちビオチン化抗マウスIgG (p16､ cyclinDl､ pRBおよび
Ki67染色)､ピオチン化抗ヤギIgG (Cdk4染色)､ピオチン化
抗ラ　ットIgG　( α-catenin　染色) (いずれも　Vector
Laboratories,Inc.社製)と､室温で30分間反応後､ PBS　にて
洗浄｡
8)　ABC Kit (Vector Laboratories, Inc.社製)と室温で30分間
反応後､ PBS　にて洗浄｡
9)　室温で2 - 3分間　3-3㌧diaminobenzidine tetrahydrochloride
(DAB) (SIGMA CHEMトCAL社製)反応後､ PBS　にて洗浄
し､水洗｡
10)　2%メチルグリーンで30分間核染色後､水.洗､脱水､透徹､封
_入｡
上記手法にて染色後､ p16､ cyclinDl､ Cdk4､ pRB　および　Ki67　に
ついては､光学顕微鏡400　倍視野にて検鏡｡ランダムに500個の腫癌
細胞を選択し､核内が茶色に染色されたものを陽性細胞とし､陽性細胞
数率を算出した｡また正常口腔粘膜上皮については､下記3層に分けて
陽性細胞数率を算出した｡
basallayer :基底膜直上の1層
parabasallayer : basallayer　上の2層
pricklelayer :あきらかな有肺細胞を認める層
口腔窟平上皮癌におけるα-cateninの発現に関しては､森川(1 0)　に
従って腫癌細胞膜領
域における発現を､下記3段階に分類した｡
強度:正常口腔粘膜と同程度に､すべての腫癌細胞に均一に強く
発現する｡
中等度:発現が部分的に減弱あるいは欠失する｡
陰性:大部分の腫癌細胞に発現しない
3.統計学的検定法
2群の差の検定にはノンパラメトリック検定(Mann-Whitney-　s U
test)を用い､また､ 2×2表は　Fisher　の直接確率計算法にて検定し
た｡ cyclinDl　陽性細胞率と.Ki67　陽性細胞率との関連については､
Spearman順位相関係数検定を用いて検定した｡いずれも危険率5%以
下をもって有意､ 10%以下をもって傾向ありとした｡
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結果
1.正常口腔粘膜上皮における発現(図1)
p16､ Cdk4､ PRB:各層の核内にほぼ同等に頼粒状に発現し､各層
間で陽性細胞率に有意差を認めなかった｡
cyclinDl : parabasallayer　における陽性細胞率が､他の2層よりも
有意に高かった｡
Ki67: parabasallayer　における陽性細胞率が､他の2層よりも有意
に高かった｡ pri-cklelayerにはほとんど発現しなかった｡発現は他の
抗原よりも明瞭であった｡
2-.口腔京平上皮癌における発現(表1､ 2)
各マーカーは腫癌細胞の核内に頼粒状に発現したが､症例によりば.ら
つきが見られた｡
Cdk4および　Ki67:正常歯肉と口腔京平上皮癌の間で陽性細胞率に
有意差を′認めなかった｡
pRB :口腔京平上皮癌症例の陽性細胞率は､正常歯肉よりも有意に
低かった｡
p16　および　cyclinDl:口腔京平上皮癌の陽性細胞率は､正常歯肉よ
りも高い傾向が伺えた｡
3.口腔京平上皮癌症例における　cyclinDlおよびKi67陽性細胞
率と､ α-catenin発現との関連(表3､図2)
cyclinDl陽性細胞率が高い症例ほど､ Ki67陽性細胞率も高い傾向が
伺えた(相関係数　r-0.563､ p-0.074)｡しかし､ α-catenin欠矢の有
無とcyclinDl発現との関連は認めなかった｡また､ α-catenin欠矢の
有無とKi67発現との関連も認められなかった｡
4.口腔窟平上皮癌における各マーカーの発現と頚部リンパ節転
移との関連(表4)
転移の有無と　p16､ Cdk4､ pRB陽性細胞率との間に､あきらかな関
連は認められなかった｡
しかし　cyclinDlについては､転移陰性例のほうが転移陽性例に比べて
陽性細胞率が高い傾向が伺えた｡さらにKi67についても､転移陰性例
のほうが転移陽性例に比べて陽性細胞率が高い傾向が伺えた｡
考察
Cyclin　は細胞回転のタイミングを決めているタンパク質である｡
cyclinは1種類ではなく､それぞれの周期ごとに異なる　cyclinが存在
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する｡そのうちcyclinDlは､ Colony stim-ulating factorやplatelet
derived growthfactorなどの増殖刺激により誘導されてGl期に発現
する(2)｡そしてcyclinDlはcyclin依存性リン酸化酵素Cdk4および
Cdk6に結合してこれを活性化し(4)､癌抑制遺伝子産物である　pRB
をリン酸化して不活性化する　ー(1 1)｡ pRBはE2 promoter binding
factor (E2F)などの転写因子と結合して､その転写活性化能を抑え
る｡リン酸化していないpRBは細胞回転をGl期で止めてしまうが､
リン酸化したpRBは細胞回転を止める能力を失っている(12, 13)0
E2Fが活性化すると､ジヒドロ葉酸還元酵素やチミジル酸合成酵素な
どの　E2F依存的な増殖関連遺伝子の転写が活性化し､細胞周期が　Gl
からS期へと進行する(5)｡すなわち､ cy-clinDlは以上に示したRB
経路(RBpathway )の正の調節因子である｡
乳癌(14) ､食道癌など数種の癌(15)　で　cy-clinD1.の過剰
発現が認められ､またcyclinDlが他の癌遺伝子と協力して培養細胞を
癌化することから､ cyclinDlは癌遺伝子としての能力を持つといわれ
ている(5, 1′6, 17)｡またRB遺伝子は､小児の眼の癌である網膜
芽細胞腫(retinoblastoma)の原因となる遺伝子として発見されたた
め､この名称が付けられた｡ pRBは網膜芽細胞腫以外に､肺小細胞癌
や乳癌などでその失活が報告されている(5)｡p16はCdk4およびcdk6
と結合して､それらが　cy-clinDl　と結合することを阻害するインヒビ
ターであり､癌抑制遺伝子として注目されており(18)､食道癌､勝癌､
一部の脳腫癌などで
その遺伝子異常が見つかっている(5, 6, 1 9)｡p16-cyclinDl-Cdk4
→pRB　に至る経路のどれかが失活している場合は､癌全体の約80%に
も達するといわれている(5)｡またKi67は､ Gl期､ S期､ G2期およ
びM期に発現し､細胞増殖活性の指標のひとつといわれている(8)0
本研究では､口腔京平上皮癌における有用な悪性度指標を兄いだすこ
とを目的に､まず正常口腔粘膜上皮における各種細胞周期関連抗原およ
びKi67の発現パターンについて検討してみた｡
まずp16およびCdk4については､細胞増殖能が異なると考えられ
る基底層､傍基底層､有麻細胞層の3層の間で陽性細胞率に差を認めな
かったことから､本研究において増殖能の指標として用いることは適当
でないものと思われた｡特に　p16は細胞の分裂回数が増加し､増殖を
停止した老化細胞で発現レベルが上昇するといわれており(5)､口腔粘
膜上皮においても有麻細胞層における陽性細胞率の上昇が予想されたが､
異なる結果であった｡
CyclinDlおよびKi67に関しては､細胞増殖能が高いと思われる傍
基底細胞層付近の陽性細胞率が､細胞増殖能が低下していると思われる
有肺細胞層における陽性細胞率よりも有意に高かったことから､細胞増
殖能の指標として有用である可能性が示唆された｡
-261
以上の結果をふまえて､特に　cyclinDl　と　Ki67　に注目しながら､口
腔京平上皮癌細胞における各種マーカーの発現パターンを検討してみた｡
p16　は癌化の抑制に関与しているといわれているが､今回の検討で
は京平上皮癌のほうが正常歯肉よりもむしろ発現が冗進する傾向であっ
た｡
cyclinDl　については､正常粘膜上皮にくらべて口腔京平上皮癌にお
いて発現レベルの上昇傾向が認められ､これは他簡域の癌における報告
やBartkovaらの頭頚部癌52例を対象とした研究(2 0)　と同様の結
果であった｡
pRB　については､口腔京平上皮癌では正常粘膜上皮よりも発現レベ
ルが有意に低下しており､他領域の癌と同様の縛果であった｡
しかしながら､ Cdk4およびKi67に関しては､正常歯肉と京平上皮癌
の間で陽性細胞率に有意差を･認めなかった｡ Ki67　は各種癌における増
殖活性の指標としてしばしば用いられており､口腔京平上皮癌において
も発現の冗進が予想されたが､今回の検討では正常歯肉と窟平上皮癌と
の間で発現レベルに差を認めなかった｡
また､ cyclinDl陽性細胞率が高い症例ほど､ Ki67陽性細胞率も高い
傾向がうかがえた｡　cyclinDl　は　Gl　期の進行を正に制御しているこ
とから､ cyclinDl　が過剰発現している症例においては､腫癌細胞の増
殖サイクルが冗進している状態にあることが推察され､これらの症例に
おいてKi67陽性細胞率が高かったことは妥当であると思われる｡
CyclinDl陽性紳胞率およびKi67陽性細胞率とα-catenin発現との
関連についての検討も行ってみたが､ α-catenin　欠矢の有無と､
cyclinDl　発現レベルあるいは　Ki67　発現レベルとの関連は認められな
かった. α-catenin　は細胞間接着分子　E-cadherin　と結合して機能的
単位を形成し､ E-cadherin　の機能を直接制御していることが知られて
いる(9,--　2 1)  ｡したが　って､虚癌細胞におけるα-caterlinの発
現異常は､ E-cadherin　の機能異常をもたらし､転移の第一段階である
原発巣からの腫癌細胞の遊離が起こりやすい状態となることが予想され
る｡これまでわれわれが行った､ α-catenin　の発現パターンと所属リ
ンパ節転移との関連についての検討により､ α-catenin　の腫癌細胞膜
領域における発現パターンは強度､中等度､陰性の3段階に分類され､
これら発現様式とリンパ節転移の有無との間に有意の関連が認められた｡
すなわち､ α-catenin　の発現が部分的あるいは大部分で､減弱あるい
は欠失している症例は､ α-catenin　がすべての腫癌細胞に均一に強く′′
発現している症例に比べて有意に転移率が高く､ α-catenin　は口腔扇
平上皮癌の転移能の指標として有用であることが示された(9, 1 0,
2 1-23)  ｡今回の検討では､ cyclinDl　あるいは　Ki67　の発現レ
ベルが高いほど､ α-catenin　の発現が減弱する､すなわち細胞間接着
能が低下した悪性度の高い腫癌であるとの傾向は認められなかった｡こ
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のことから､細胞間接着能からみた腫癌の悪性度と､腫癌の増殖活性と
は各々独立した因子であるものと考えられた｡すなわち､腫癌の増殖ス
ピードが速やかな症例が､かならずしも転移能が高い高悪性度タイプの
腫癌であるとは限らないことを示唆するものと思われた｡
口腔窟平上皮癌の予後決定因子の第-は､頚部リンパ節転移の有無で
ある｡転移陽性症例においては､転移陰性症例と比較してcyclinDlあ
るいは　Ki67　発現レベルの上昇､ pRB発現レベルの低下などが予想さ
れたが､今回の検討では頚部リンパ節転移の有無とp16､ Cdk4､ PRB
陽性細胞率との間に､あきらかな関連は認められなかった｡また
cyclinDl　については､転移陰性例のほうが転移陽性例に比べて陽性細
胞率が高い傾向を示す結果が得られたが､この結果はノ　CyClinDlは転
移能の指一標として有用である可能性を示唆するという従来の報告と矛盾
する結果であった｡しかし､今回の対象症例が11例に過ぎないことか
ら､統計学的な問題も考えられ､ cyclinDl　の過剰発現が頭頚部癌の予
後と相関するというこれまでの報告(24)を考慮に入れ､さらに症例数
を増やし､かつ′長期間にわたって臨床経過を観察していく必要があるも
のと思われる.一方　Ki67　についても､ cyclinDl　と同様に､転移陰性
例のほうが転移陽性例に比べて陽性細胞率が高い傾向が伺えた｡ Ki67
は腫癌の増殖能や悪性度を判断する指標として広く用いられており､た
とえば小宮山(25)　は舌癌においては転移陽性症例の方が転移陰性
症例よりも有意に陽性細胞率が高かったと述べているが､本研究では杏
定的な結果が得られた｡口腔窟平上皮癌の転移能は原発巣の大きさとは
あまり関連しないといわれており､転移能は増殖活性とはかならずしち
相関せず､ Ki67　は転移能の指標としての有用性は低い可能性が示唆さ
れた｡
ところで､口腔粘膜における広義の前癌病変には､経過観察のみでほ
とんど加療不要な､組織学的に単純な-hyperkeratosisを呈するものと､
severe　な　epithelial dysplasiaや上皮内癌を含み早期切除を要するも
のが混在しており､その鑑別は肉眼的所見やH･E染色所見のみではか
なり困難である｡前癌病変において癌化の可能性が推定できれば､適切
な早期治療が可能となる｡将来癌化する可能性の高い紅板症などの症例
と､癌化の可能性が低いと考えられる単純な白板症などの症例との間で､
cyclinDl　発現レベルなどの差異が兄いださせるかどうかについては､
今後の検討課題としたい｡
結語
正常口腔粘膜7検体と口腔窟平上皮癌未治療症例11例を対象として､
免疫組織化学的手法によって細胞周期関連抗原p16 ､ cyclinDl､ Cdk4､
pRBおよび増殖活性指標　Ki67　の発現について検討を行った｡また口
ー28-
腔京平上皮癌症例についてはα-cateninの発現も検討した｡
1)　正常口腔粘膜上皮における発現を検討した結果､ cyclinDl　およ
びKi67が増殖活性の指標として有用である可能性が示唆された｡
2)　　口腔京平上皮癌においては､正常口腔粘膜と比べて　pRB　発現の
低下およびcyclin,Dlの過剰発現傾向が認められた.
3)　細胞間接着能からみた腫癌の悪性度と､腫癌の増殖活性とは各々
独立した因子であるものと考えられた｡
内容要旨:
口腔京平上皮癌の悪性度の有用な指標を兄いだすことを目的に､生検
標本における細胞周期調節因子p16 ､ cyclinDl､ cyclin依存性リン酸
化酵素4 (Cdk4)､ Retinoblastoma　タンパク( PRB)､細胞増殖関連
因子Ki67､およびα-cateninの発現について検討した｡
対象は口腔京平上皮癌未治療症例11例である｡所属リンパ節転移は
陽性5例､陰性6例であった｡
コントロールとしての正常口腔粘膜上皮は､埋伏智歯抜歯時に切除し
た正常歯肉7例を用いた｡
凍結組織切片を　avidin-biotin-peroxidasecomplex法により免疫組
織化学的に染色し､陽性細胞数率を算出した｡正常口腔粘膜上皮につい
ては　basal layer ､ parabasal layer ､ prickle layer　の3層に分けて
カウントした｡
結果は､
1.正常口腔粘膜上皮:p16 ､ Cdk4および　pRBについては各層間で
陽性細胞率に有意差を認めなかったが､ cyclinDl　および　Ki67　に関し
ては　parabasal layer　における陽性細胞率が､他の2層よりも有意に
高かった｡
2.口腔京平上皮癌:
1)　正常口腔粘膜と比べて　pRB発現の低下および　cyclinDl　の過剰
発現傾向が認められた｡
2)　cyclinDl陽性細胞率が高い症例ほど､ Ki67陽性細胞率も高い傾
向が伺えた｡しかし､ α-catenin欠矢の有無と､ cyclinDlおよ
びKi67発現との関連は認められなかった｡
以上の結果から､ cyclinDl　および　Ki67　が増殖活性の指標として有
用である可能性が示唆された｡また､腫癌の転移能と増殖活性とは独立
した因子であるものと考えられた｡さらにcyclinDlが転移能の指標と
して有用である可能性が示唆された｡
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表1正常口腔粘膜上皮と京平上皮癌における陽性細胞率の比戟 
p16 ?FｳB?yclinDl ?$"?i67 
nomalmucosa(∩-7) 唐???2?1.2±2.6 ?b??"紕?1.7±1.2 ?2纔?2絣?
squamouscellca.■(n-ll) ?r??2??5.4±3.3 ?ゅ?ﾓB紕?4.9±4.2 ?b??2??
pvalue ??sr?0.785. ??c2?.033 ?縱S?
表2　京平上皮癌1 1症例の麓過および各種マーカーの発現
Case ?vR?Sex ?友R?N 疲ﾖWF?pN 磐ﾖWF?PI石 ???dk4- 峯$"?i67 ????UtCOme 
1 鉄?･M 友?wVR?1 綿?B? 辻?0.6 ??25.2 ?"綯?2.6_ 調?S癌生存 
2 ?B? 友?wVR?2b ?7B?2b) 辻?0.4 湯紕?3.4 ?ﾃ"?.4 調?不明). 
3 塔"? 友?wVR?0 ?襭?C 辻?2 ?X??7 ?r?.4 辻?彖原病死. 
-4 田"? ?誣Vﾒ?0. ?襭?2b 辻?5.6 ??ゅB?4 釘繧?3.2 辻?S癌生存 
5■ 田R?M 友?wVR?0 ?襭?b 辻?.4 途??8.4 ?2? 辻?ｴ病死 
6. 塔2? 僵ｶ?"?0 辻?-) 辻? ?r紕?5.8 澱繧?O 辻?ｴ病死 
7 塔R? 由誣Vﾒ?0 辻?-) 辻?0.6 鉄B??8.2 澱?3.6 調?ｼ病死 
8 鉄b? 友?wVR?0 辻? 辻?3.6 鼎B繧?9 鼎R綯?8 調?ｳ病生存 
9 田2?M 友?wVR?0 辻?-) 辻?5.4 ?2紕?8.4 迭紕?8 調?ｳ病生存 
lO 都?F ??誣Vﾒ?[20 辻?-) 辻?2.2 ?R紕?3.2 ??20.6 調?ｳ病生存 
ll 都R? 白誣Vﾒ?0 辻?-) 辻? ?R繧?7 澱?0 調?ｳ病生存 
※ Site; I.gun:下顎歯肉､ u.gum:上顎歯肉､floor:口底
TN分類は初診時診断のもの､ M分類は全例0､ N meta 1 st. :初診時すでに頚
部リンパ節転移を認めたもの(1次転移)､ N meta 2 nd. :初診時はNOであっ
たが､初回治療後に頚部リンパ節転移(後発転移)を生じたもの
pN :一頚部郭清術切除標本における病理組織学的リンパ節転移様相: (-)は頚
部郭清衡を施行していない､.いわゆる臨床的転移陰性症例､ (2b) :臨床所見か
ら2bと診断
Mmeta :遠隔転移
pl6､ cyclinDl (cDl)､ Cdk4､ PRB (RB)､Ki67 :数値は陽性細胞数率(%)
αca;I: ｢-｣は陰性､ ｢+｣は中等度陽性
表3　cyclinDlおよびKi67陽性細胞率とαヾatenin発現との国連
･α-catenin発現パターン ??ﾆ紋Fﾂ３?Ki67(%) 
+' ??8?b??0,0±3.9 
- 奉s#B綛?b??9.7土4.9 
pvalue ??CB?.130 
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表4　口腔京平上皮癌における陽性細胞率と転移との関連
Jymphnodemetastasis ???Cdk4 ??ﾆ紋Fﾂ?RB 噺田r?
+-(∩-5) ?b紿?R絣?3.6±5.7 ??(?R??l.1±2.1 湯繆?2纈?
(∩-6) ?｢繧??2纈?6.9±4.1 ?b??R綯?8.0±7.6 ??x?B??
pvalue ?縱??.410 ??c?0.854 ??c?
図2　cydhDlおよびKi67陽性細胞率とαぺatenin発現との関連
0　　　0　　　0　　　0　　　　lU 0654321
(%)　sHOC-¢^MSOd 雷BasaI
工parabasaJ
□ pdckle
mean + S.E.
*　pく0.05
**　pく0.01
pl6　　Cdk4　cyclinDI PRB Kト67
図1正常口腔粘膜上皮各層における陽性細胞率の比戟
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